f 



5 7« 



A 




\,V . •-'•7 



@ BUIMDESREPUPLIK 
DEUTSCHLAND 




® 



Offenlegungsschrift 
DE 101 26 940 A1 



II lllll II :| III 



© Int. CI. 7 : 

G01 N 27/72 

G 01 R 33/12 



< 



DEUTSCHES 
PATENT- UIMD 
MARKENAMT 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



101 26 940.4 
1. 6.2001 
5. 12. 2002 



CM 



® Anmelder: 

Conradt, Robert, Dr., 78476 Allensbach, DE 



@ Erfinder: 

gieich Anmelder 



Fr eq uenzspeto ru m 



Magneiisieruny 



II X — T- 



E 



1 



Li 

10 



r 



! 



U 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@ Verfahren zur Detektion magnetischer oder magnetisierbarer Partikel 

(57) Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur De- 
tektion magnetischer oder magnetisierbarer Partikel dar, 
welches in Kombination mit einer geeigneten Vorrichtung 
zur Magnetisierung der magnetischen Partikel verwendet 
werden kann. Durch die chemische/biologische Funktio- 
nalisierung magnetischer Partikel dienen diese als AnJa- 
gerungsziel fur andere (Ziel-)Molekule. Mit Hilfe der Vor- 
richtung erlaubt das Verfahren die Zahlung des Zielmole- 
kuls auf die Zahlung der magnetischen Partikel zu redu- 
zieren. Das Verfahren verwendet vor allem die Nichtlinea- 
ritatder Magnetisierungskennlinie der magnetischen Par- 
tikel. Durch zeitlich variierende Anregung der magne- 
tischen Partikel mit einem magnetischen Feld bis in den 
Sattigungsbereich erscheinen im Spektrum der zeitlich 
variierenden Magnetisierung Frequenzkomponenten ho- 
herer Ordnung, die zur Detektierung verwendet werden. 
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Beschreibung 



[0001] In Gebieten der Biologie, Physik oder Medizin be- 
stehl haufig die Aufgahe, Suspensionen, die einc oder rneh- 
rere Somen suspendierter Partikeln enthallen, genau zu klas- 5 
sifizieren. Eine hinreichende Klassifizierung wird durch An- 
gabe der Anzahl der Parti kelarten und durch die Anzahl der 
Parlikel der jeweiligen Partikelarl erreicht. Parlike] dieser 
An weden verwendet, indeni cin niagnetisierbares Parlikel 
mil Endgruppen derart funktionalisiert wird, so daB sich 10 
Molekiile anderer Art als Zielmolekul an dem funktionali- 
sierten Parti kel anlagern. Die Zahlung der Ziel molekiile re- 
duziert sich somit auf die Zahlung der mil Endgruppen funk- 
tionalisicrten magnetischen oder magnetisierbaren Parlikel. 
[0002] Es besteht also neben der Identiflzierung verschie- 15 
dener Partikelarten die Auszahlung der idenufizierten Parti - 
kelarten als Aufgabe. Die Erfassung der Konzentration ist 
cin crstcr Schritt zum Er lan gen cincr die Suspension bestim- 
menden GrdBe, die Erniit.tlung der absoluten Zahl der sus- 
pendierten Parlikel, ggf. deren Verteilung, ist cine wesenl- 20 
lich genauerc und damit auch infonriationsreichere Aus- 
sage. 

[0003] Die quantitative Analyse der Suspension laBt sich 
durch mehrere Verfahren realisieren: 

25 

Stand der Technik 

[0004] Lichtstreuung erlaubt die Beslimmung der Kon- 
zentration innnerhalb eines Streuvolumens, dabei fallt als 
Result at gleichzeilig einc Information uber die Gestalt und 30 
die Geschwindigkeits verteilung der Parlikel an. Nachleilig 
isi.ein vergleichsweise komplexer Aufbau und eine Reihe an 
Voraussetzungen, die fur eine korrekte Analyse gelroffen 
werden mussen. 

[0005] Durch Leitfahigkeitsmessungen erhalt man Auf- 35 
schluB auf Beweglichkeit und KonzenU*alion der Parlikel. 
Die Methode ist. vergleichsweise einfach, erfordert jedoch 
spezielle MeBzellen mil direkten Elektroden, so daB ein ge- 
schlossenes System in jedem Fall an einer Stelle fiir die 
Messung geoffnet werden muB. 40 
[0006] Sehr genau und auch sehr partikelspezifisch arbei- 
ten Methoden, bei denen ein beliebiger Sensor nut moleku- 
laren Endgruppen funktionalisiert ist und ein Reaktionszen- 
trum fur eine spezifische Partikelarl darstellt. Durch Reak- 
tion mil der (Ziel-)Partikelart andert sich das Sensorsignal in 45 
der Regel sehr stark und es lassen sich sehr geringe Konzen- 
trationen nachweisen. Nachteiiig an dieser Melhode stellt 
sich der Sensor dar, der nach der Messung in der Regel un- 
brauchbar wird, da die Rektionszentren durch das Zielmole- 
ktil belegt sind. 50 
[0007] Eine sehr elegante Moglichkeit stellen Suszeptibi- 
htatsmessungen dar, bei denen ent weder die elektrische Sus- 
zeptibilitat (Polarisierbarkeit) oder die magnelische Suszep- 
tibiliiat ermittelt wird. Dies geschieht durch Anlegen eines 
externen Feldes (elektrisches oder magnetisches) und Mes- 55 
sen der Reaktion der Suspension. 

Beschreibung der Erfindung 

[0008] Die vorliegende Erfindung beschreibl ein Verfah- 60 
ren zur quantitativen Erfassung magnetischer PartikeL Eine 
geeignete Vorrichtung findei sich bei spiel sweise in 
WO 00/49407 beschrieben. Hierbei wird, wie in Fig. 2 ge- 
zeigL ein von einer Suspension durchflossenes Rohr (T) in 
das Fcld cincr Spulc (f) gcbracht. 65 
(0009] Falls die Suspension magnetisierbar ist im Sinne 
von Paramagnetismus oder Ferromagnetismus, so andert 
sich dadurch die Induktivitat der gesamten Spulenanord- 



nung. 

[0010] Zeigt die Suspension ein wie if) Fig. 1 beschriebe- 
nes Verhalten, so laBt sich die Suspension durch geeignete 
Messung idcnlifizicren. Die Magnetisierungskurve in Fig. 1 
ist durch einen linearen Bereich bei kleinen Fcldstarken (5) 
gekennzeichnet, der bei groBeren Feldstarken in eine Satti- 
gungsmagnetisierung (7) iibergeht. 

[0011] Das in dieser Erhndung vorgeschlagene Verfahren 
nutzt die Nichtlinearitat der Magnetisierungskurve fur die 
Detektion von inagneiisicrbaren (para- oder ferromagneti- 
schen) Partikeln in einer Suspension aus. In Fig. 4 und Fig. 
5 wird das Verfahren durch Messung der magnetischen Par- 
ukel mil zwei unterschiedlichen magnetischen Feldstarken 
verdeutlicht. In Fig. 4 ist die Antwort einer Suspension auf 
ein sinusformig moduliertes magnetisches Feld kleiner Am- 
plitude dargestellt. Die Amplitude des modulierten Magnet- 
feldes ist so klein gewahlt, daB der in Fig. 1 mil (e) markierte 
lincarc Bereich nicht vcrlasscn ist. Somit ist auch die Ma- 
gnetisierung als Funktion der Zeit in Fig. 4 sinusartig und 
das zugehorige Spektrum ® zeigt nur einc Linie bei der Fre- 
quenz der sinusrorniigen Anregung. 

[0012] Wird im weiteren Verfahren die Amplitude der si- 
nusfonnigen Anregung durch ein Magnetfeld derart. erhoht, - ''"v 
so daB der nicht lineare Teil (T) der Magnetisierungskurve in 
Fig. 1 erreichl wird, so bedeutel dies, daB die magnetisierba- 
ren Partikel eine Sattigungsmagnetisierung erreichen. Uber 
der Zeit aufgetragen erhalt man den in Fig. 5 (rechts) darge- 
stellten Verlauf. der wegen Erreichen der Sattigung fast ei- 
ner Rechteckmodulation entspricht. Im Spektrum des Ma- 
gnetisierungssignales tauchen neben der Linie der Grundfre- 
quenz @ auch eine Linie (9) hoherer Frequenz auf. Linien 
noch hoherer Frequenz tauchen selbstverstandlich gemaB 
der Nichtlinearitat der Kurve Fig. 1 ebenfalls auf, jedoch mil 
geringerer Amplitude. Zur Detektion einer (magnetischen) 
Parti kelsorte wird das Auftreten des Sign ales (9) verwendet. 
Dies hat neben anderen Verfahren den Vorteil, daB das Si- 
gnal erst dann von Null verschieden wird, sobaldsich zu un- 
tersuchende Substanz im Probenkopf im Bereich der Spule 
(2) befindet. 

[0013] Vorteilhaft fur das verwendete Verfahren stellt sich 
der Urn stand dar, daB nicht die Verschiebung der Frequenz 
der Magnetisierung durch die Anderung der Induktivitat 
beim DurchflieBen der Partikel analysiert wird, sondern das 
Auftreten einer Spektralkomponente (bei symmetrischer 
Magnetisierungskennlinie von mindestens dritter Ordnung), 
deren Amplitude direkt proportional der Menge an detek- 
tierten Partikeln ist. Dieser Umstand verbessert das Signal/ 
Untergrund-Verhaltnis auBerordentlich. 
[0014] Eine weitere Auspragung des Verfahrens besteht in 
der Moglichkeit, auch die hoheren Frequenzen neben (9) 
auszuwerten. Aus dem Verhaltnis der Amplituden (to) dieser 
Linien und einer Eichmessung der Magnelisierungskurven 
der jeweils reinen Substanzen laBl sich eine Mischung und 
deren Mischungsverhaltnis an magnetischen Partikeln in ei- 
ner Suspension nachweisen. 

Art der gewerblichen Anwendung 

[0015] Durch die Funktionalisierung magnetischer oder 
magnetisierbarer Partikel bezuglich eines bestimmten wei- 
teren Molekuls/Proteins wird das magnelische oder magnc- 
usierbare Partikel spezifisches Reakuonszentrum ("Anzie- 
hungspunkt") fur das vorgenannte Molekul/Protein. Durch 
geeignete Fraktionierung der Suspension werden Komplexe 
hcrausgcfiltcrt, die aus den magncuschen Partikeln mil je- 
weils einem oder mehreren. je nach Funktionalisierung, an- 
gelagerten Zielmolekiilen bestehen. Mit Hilfe einer Vorrich- 
tung, die die Komplexe zeidich variierend magnetisiert, und 
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eineni Verfahren, welthes die zeitlich variierende Magneti- 
sicrung analysiert, wird es moglich, die Menge der niagneti- 
sierbaren Parti kel zu detektieren und da mil, unter Kennlnis 
der Funktionalisierung des Partikels, auch die Menge des 
Zielmolekuis zu erinittcln. Zielmolekule konncn z. B. Blul- 5 
korpcrchen. Bakierien, Farbstoffe, BotensLoffe, Viren etc. 
sein. 

[0016] Ais Vorteil des Veriahrens isl die Kombination mil 
bereits bekannten Vorrichtungen zur Magnetisierung und 
die daraus resultierende koslengiirislige Anordnung eines 10 
Teslsystems zu sehen. 

[0017] Weiter ist von grofiem Vorieil die durch die Aus- 
nulzung der Nichtlinearitai der Magnctisierungskennlinie 
erzielbare hohe Auflosung bei der Erinitilung der Anzahl 
der detektierten magnet isierbaren Partikel zu werten. 15 



Paten tanspruche 

1. Verfahren zur Delektion niagnetischer oder niagne- 
tisierbarer Partikel, dadurch gckcnnzcichnct, daB die 20 
zu detekticrenden niagnetisierbaren Partikel durch An- 
legen eines sinusfonnig niodulierten niagneiischen 
Feldes einer Amplitude, die ausreichend ist, die ma- 
gnet isierbaren Partikel in die Sattigungsmagnetisie- 
rung zu uberfuhren, eine zeitlich abhangige Magneli- 25 
sierung aufweisen, deren spektrale Zerlegung in Fre- 
quenzen neben der Frequenz des anregenden Feldes 
weitere Frequenzen aufweist, die charakleristisch fur 
die Magnetisierungskurve der niagnetisierbaren Parti- 
kel sind und die zur Delektion der niagnetisierbaren 30 
Partikel verwendel werden. 

2. Verfahren zur Delektion magnelischer oder magne- 
tisierbarar Partikel nach Anspructi 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB nur eine Frequenzkomponente des Spek- 
trums der zeitlich variierenden Magnetisierung fur die 35 
Erfassung der Menge der magnetisierbaren Partikel 
ausgeweriet wird. 

3. Verfahren zur Delektion magnetischer oder magne- 
tisierbarar Partikel nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB durch die Auswertung niehrerer Intensi- 40 
taten von Frequenzkomponenten iin Spektruni der zeit- 
lich variierenden Magnetisierung sowohl die Menge 
als auch die Art des niagneiischen oder niagnetisierba- 
ren Partikels identifiziert wird, vorausgesetzt die Ma- 
gnetisierungskennhnie des niagneiischen oder magne- 45 
tisierbaren Partikels seu beispielsweise durch Eichnies- 
sung, bekannl. 
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